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RESUMO GERAL 

 
Sousa, F.C.B. Seleção de genes de referência para normalização da expressão gênica em 

tecidos de codornas. 2016. 59 páginas. Dissertação (Mestrado em Zootecnia) – 
Universidade Federal do Piauí, Bom Jesus, 2016. 

 
A coturnicultura de corte está em crescente desenvolvimento e necessita de maiores 

estudos no campo genético para o direcionamento produtivo. Sendo a técnica da PCR em 
tempo real (RT-qPCR) uma das mais importantes na análise da expressão gênica, estudos 

e, experimentações relacionadas a seus componentes se fazem necessários. Dentre esses 
componentes encontra-se o gene de referência, normalizador de dados que possui impacto 
nos resultados e tem influência direta no sucesso da análise, devendo este possuir 

expressão significativa no tecido de forma invariável em todas as condições experimentais. 
Desse modo, objetivou-se determinar o perfil de transcritos expressos de genes de 

referência em tecidos sólidos de codorna de corte. Foram analisadas a estabilidade de dez 
genes constitutivos (ACTA1, ACTB, B2M GAPDH, HMBS, HPRT1, SDHA, MRPS27, 
MRPS30 e RPL5) no músculo do peito, gordura abdominal, fígado e intestino entre os 

grupos macho e fêmea, a partir dos programas BestKeeper, NormFinder, geNorm e método 
ΔCt, gerados pela ferramenta online RefFinder. Observou-se que o HPRT1 foi o mais 

estável em todos os tecidos analisados, seguindo por MRPS30 no peito, B2M na gordura 
abdominal, HMBS no fígado e RPL5 no intestino. Houve efeito do sexo na estabilidade 
dos genes testados, sendo que os genes mais estáveis para os animais machos foram: 

HPRT1, MRPS30, SDHA e, para fêmeas os genes RPL5, HPRT1, MRPS30.  Estes 
resultados podem ajudar em ensaios de RT-qPCR que avaliem estes tecidos de codornas 

machos ou fêmeas, uma vez que fornece dados sobre quais genes são mais estáveis e 
podem ser testados como candidatos a genes de referência em futuras analisem por RT-
qPCR em condições semelhantes.  

 

Palavras-chaves: expressão gênica, genes normalizadores, RT-qPCR  
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ABSTRACT GERAL 

Sousa, F.C.B. Selection reference genes for normalization of gene expression in tissue’s 
quails. 2016. 59 pages. Dissertation (Master of Animal Science) - University Federal of 

Piauí, Bom Jesus, 2016. 

 

The production of meat quails for is increasing development and needs further studies in 

the genetic field for productive direction. As the real time PCR technique (RT-qPCR) is 

one of the most important in analysis of animal gene expression studies and trials related to 

its components are needed. Among these components is the reference gene, normalizador 

gene, which has great impact on the results and has direct influence on the success of the 

analysis, which must have significant expression in tissue invariably in all experimental 

conditions. Thus, the aim of this study was to evaluate reference genes for quantitative 

real-time PCR in European quail. There were analyzed the stability of ten constitutive 

genes (ACTA1, ACTB, B2M GAPDH, HMBS, HPRT1, SDHA, MRPS27, MRPS30 e 

RPL5) on pectoralis muscle, abdominal fat, liver and intestine through BestKeeper, 

NormFinder, geNorm programs and ΔCt method, generated by online RefFinder tool. It 

was observed that the HPRT1 was the most stable in all tissues analyzed, followed by 

MRPS30 in pectoralis muscle, the B2M in abdominal fat, HMBS in the liver and RPL5 in 

intestine tissue. There was sex effect on the stability of the tested genes, and the most 

stable genes for male animals were HPRT1, MRPS30, SDHA and for females, RPL5 , 

HPRT1, MRPS30 genes were the most. These results may help in RT-qPCR to assess these 

tissues male or female quail tests, since it provides information about which genes are 

more stable and can be tested as candidate reference genes in future analyze by RT-qPCR 

under conditions like. 

Keywords: gene expression, normalizador genes, RT-qPCR 
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INTRODUCÃO GERAL 

A importância na análise de expressão gênica tem crescido significativamente, 

sendo a PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR, do inglês Reverse Transcription). O 

método por excelência devido a sua grande eficiência e precisão (BUSTIN et al, 2009). 

Dois métodos de quantificação da expressão gênica são utilizados: quantificação absoluta e 

quantificação relativa. Na quantificação absoluta, o número absoluto de cópias de RNAm é 

determinado por comparação a uma curva padrão. A quantificação relativa é baseada na 

taxa de expressão de um gene alvo medida entre duas condições experimentais (amostra 

tratamento versus amostra controle) normalizadas para um gene de referencia (PFAFFL, 

2004).  

Os fatores técnicos tais como a integridade e a qualidade do RNAm, variação na 

síntese do cDNA bem como devido a eficiência na reações da PCR podem afetar a 

confiabilidade dos resultados e conduzir a interpretações incorretas (BUSTIN et al ., 2005). 

Portanto, o procedimento de normalização se faz necessário para minimizar essas variações 

técnicas inseridas no processo de analise da expressão genica que não seja devida 

unicamente ao tratamento experimental. Várias estratégias têm sido propostas para 

normalizar dados de quantificação relativa obtidos pela técnica de RT-qPCR, o uso de um 

ou mais genes de referência (ou ‘‘housekeeping’’ são também conhecidos como genes 

normalizadores) tem sido a estratégia mais utilizada.  

Os GRs codificam para proteínas envolvidas em processos celulares básicos tais 

como glicólise (GAPDH), dobramento de proteínas (ciclofilina), síntese de subunidades 

ribossomais (rRNA), transporte e degradação de elétrons (UBC), transcrição do RNAm 

(fatores de transcrição), proteínas estruturais de miofibrilas (ACTB, ACTA) 

(CZECHOWSKI et al., 2005) são os mais utilizados. Um GR ideal deve apresentar 

expressão estável sob determinada condição experimental (LEE et al., 2002).  

Os trabalhos tem demonstrado que o GR pode estar sob regulação de determinada 

condição experimental (NASCIMENTO et al., 2015; WEYRICH et al., 2010; AXTNER e 

SOMMER,  2009;  JEMIOLO e TRAPPE, 2004). Desse modo, a estabilidade da expressão 

gênica do GR necessita ser avaliado previamente antes da normalização para o gene alvo, 

uma vez que os genes de referência utilizados não apresentam expressão estável para todas 

os tipos celulares ou entre as espécies que estão sendo analisadas, bem como durante várias 

fases do desenvolvimento e sob diferentes condições ambientais (VANDESOMPELE et 

al.,2002;MCCURLEY et al., 2008; PÉREZ et al., 2008; ZAROS et al., 2010).   

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13353-013-0173-x#CR81
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13353-013-0173-x#CR2
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Atualmente o guia para publicação de artigos científicos com a técnica de RT-

qPCR conhecido como Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time 

PCR Experiments (MIQE) tem recomendado o uso de múltiplos genes de referência no 

procedimento de normalização de dados de expressão genica. O uso de múltiplos GRs na 

normalização busca superar para possíveis limitações apresentada por um dos genes 

quando sob determinada condição experimental (VANDESOMPELE et al., 2002).  

A coturnicultura no Brasil vem se destacando como uma atividade da avicultura 

industrial, pois a codorna (Coturnix coturnix) é considerada uma ave de fácil adaptação as 

condições de criação, rápido crescimento, pequeno consumo de ração e resistentes a 

enfermidades (BARRETO et al., 2007). Vários estudos tem avaliado a adequabilidade de 

RGs na normalização de gene alvo em diversas espécies de animais de produção tais como 

bovinos (LISOWSKI et al., 2008), suínos (MARTÍNEZ-GINER et al., 2013), ovinos 

(ZANG et al., 2011), cabra (NAJAFPANAH et al., 2013), cavalos (AHN et al., 2011) , 

frangos (NASCIMENTO et al., 2015),  e peixes (YANG et al., 2013).  

Embora recentes trabalhos de expressão gênica com uso de técnica de RT-qPCR 

têm sido relatados em codornas (Del Vesco et al., 2014; Del Vesco  et al., 2016),esses 

autores não avaliaram previamente a estabilidade e a adequabilidade do GR sob a condição 

experimental testada. Para nosso conhecimento, não há estudos semelhantes avaliando a 

estabilidade de genes de referência adequados à normalização de dados de RT-qPCR em 

codornas de cortes.  Além disso, estudos de transcriptômica tem se multiplicado nos 

últimos anos. Portanto, um melhor entendimento do perfil de expressão de genes de 

referência normalizadores da expressão gênica em estudos de RT-qPCR torna-se 

necessário. Portanto, objetivou-se determinar o perfil de transcritos expressos de genes de 

referência para estudos de expressão gênica por RT-qPCR em tecidos sólidos de codornas 

de corte. 

A dissertação foi aprovada pelo comitê de ética da Universidade Federal de 

Sergipe. Foi estruturada conforme as normas para elaboração de dissertações do Programa 

de Pós-Graduação em Zootecnia (PPGZ) da UFPI da seguinte forma: INTRODUÇÃO; 

CAPÍTULO 1. Revisão Bibliográfica elaborada de acordo com as normas do PPGZ; 

CAPÍTULO 2 – artigo científico intitulado: “Seleção de genes de referência para análise 

em PCR quantitativo em tempo real em tecidos de codornas de corte”, elaborado de acordo 

com as normas da Revista Pesquisa Agropecuária Brasileira; CONSIDERAÇÕES FINAIS. 
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CAPITULO 1. REVISÃO DE LITERATURA 

Elaborada de acordo com as normas da Associação Brasileira de Normas Técnicas – ABNT 
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1. CODORNA EUROPEIA (Coturnix coturnix coturnix) 

 

A codorna europeia (Coturnix coturnix coturnix) vem destacando-se como 

promissora para exploração doméstica. Do lado técnico-econômico, torna-se ainda 

mais atrativa, ao verificar seu rápido crescimento e sua elevada prolificidade e o seu 

pequeno consumo de ração, como um bom potencial de exploração zootécnica 

(CHAVES, 2013). Tendo em vista o impacto econômico da coturnicultura no 

Brasil, um melhor entendimento do perfil de expressão e organização genômica de 

genes de referência normalizadores da expressão genica em estudos de RT-qPCR é 

necessário.  

Com o sequenciamento do genoma da galinha, houve avanços nas 

perspectivas para a produção animal, servindo como modelo para, 

aproximadamente, 9.600 espécies de aves. Possui um genoma com cerca de 

1,2x109 pares de base (pb) e somente 11% de DNA repetitivo, facilitando o 

sequenciamento e a procura por genes (HILLIER et al., 2004). 

Para que isso seja possível, a determinação de transcritos expressos em tecidos 

sólidos de codorna europeia se mostra de extrema importância, permitindo um 

melhor entendimento sobre a espécie além de servir de referência para estudos 

posteriores. 

 

2. TRANSCRIPTÔMICA 

 

O transcriptoma corresponde ao conjunto de transcritos expressos dentro de 

um determinado conjunto de celulas, podendo então ser associado aos genes 

funcionais daquela amostra, suas quantidades, em um estágio específico do 

desenvolvimento ou condições fisiológicas, incluindo, portanto, RNA codificante 

(RNAm) e não codificante (RNAr,RNAt,RNAregulatório, e outros tipos de RNAs) 

(WANG;GERTEIN;SNYDER, 2009). 

Várias técnicas já foram desenvolvidas para caracterizar o transcriptoma 

completo, tanto por síntese e sequenciamento de ESTs (Expressed Sequence Tag) 

quanto, com base em hibridização com oligonucleotideos marcadores, e o que se 

tem de mais novo a tecnologia de sequenciamento de nova geração. As técnicas 

com base em ESTs, como o SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), CAGE 
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(Cap Analysis of Gene Expression) e MPSS (Massively Parallel Signature 

Sequencing), também geram dados em larga escala, mas por outro lado, é muito 

dispendiosa devido à necessidade de clonagem e sequenciamento, e não são 

capazes de destinguir isoformas de um mesmo trancritos 

(WANG;GERTEIN;SNYDER, 2009).    

Outra tecnologia é o sequenciamento de nova geração com o 

desenvolvimento especifico aplicado para a síntese e sequenciamento de cDNA em 

larga escala. Esta técnica se tornou importante, pois a interpretação da sequência 

expressa tem possibilitado não somente a nível celular como também uma visão 

global de transcritos. Sendo que a detecção dos transcritos não fica restrita somente 

àqueles correspondentes a uma sequência genômica pré-existente, tornando o 

método atrativo para a pesquisa em organismos cujos genomas ainda não foram 

determinados (GILBERT et al., 2008).  

A tecnologia de microarranjo é uma eficiente ferramenta para determinação 

de um amplo padrão de expressão gênica em larga escala (HINTON et al., 2004). 

Entretanto, essa técnica exige algumas limitações no uso como: necessidade de 

conhecimento prévio do genoma, a hibridização correta dos fragmentos, 

especificidade do arranjo para cada isolado e baixa acurácia na captação do sinal 

fluorescente (BLOOM et al., 2009). Uma etapa fundamental da análise de 

resultados dos microarranjos consiste na validação dos dados de expressão gênica. 

Esta validação é realizada pela utilização da técnica conhecida por RT-qPCR. 

A utilização da técnica PCR em tempo real é uma eficiente ferramenta de 

quantificação molecular, visto que, permite quantificar número de cópias (cDNA) 

da sequência alvo, é possível a análise comparativa entre o número de cópias desse 

molde de DNA e a quantidade de RNAm que permite analises globais da expressão 

(BENDERS et al., 2005; SCHMID et al.,2005). 

 

3.  REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE DA TRANSCRIÇÃO REVERSA 

EM TEMPO REAL (RT-qPCR) 

 

A técnica da reação em cadeia da polimerase da transcrição reversa em 

tempo real (RT-qPCR) foi descrita pela primeira vez em 1993, por HIGUCHI e 

seus colaboradores.  Esta técnica tem como base o processo de transcrição reversa 

(RT) seguida da reação em cadeia da DNA-polimerase (PCR) que permite 

amplificar ácidos nucleicos e quantificar o DNA obtido com a marcação de 
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moléculas fluorescentes covalentemente ligadas aos nucleotídeos dos amplicons 

sintetizados, as quais podem ser quantificadas durante a cinética da reação (em 

“tempo real”) (BUSTIN, 2010). 

Os produtos formados são monitorados a cada ciclo da reação, o que 

permite uma detecção rápida e precisa do cDNA amplificado (GACHON et al., 

2004). Os dados são coletados da PCR com amplificação e detecção em tempo real, 

através da captação da fluorescência proporcional a quantidade de produtos 

amplificados, além de maior sensibilidade e especificidade na análise de transcritos 

(HIGUCHI et al.,1993). Outras características positivas da RT-qPCR são resultados 

de quantificação rápida e alta acurácia (HIGUCHI et al.,1993).O uso da técnica da 

RT-qPCR é empregada no campo da biologia principalmente em situações que a 

quantidade de DNA disponível é limitada, utilizada na medicina forense, detecção 

de mutações, preparação de fragmentos de DNA para clonagem, sequenciamento e, 

principalmente, em análises de expressão gênica (GARCÍA et al., 2007).  

Na reação da PCR em tempo real alguns componentes são essenciais para 

dar início à reação, sendo eles tampão, cátion bivalente - Mg2+ e cátion 

monovalente – K+ desoxirribonucleotídeos trifosfato (dNTP’s), DNA polimerase 

termoestável (Taq polimerase) e oligonucleotídeos iniciadores específicos 

(“primers”) que se ligam às extremidades 5’ e 3’ de uma determinada região do 

genoma a ser amplificada. A reação é baseada na incubação em vários ciclos 

constituídos essencialmente por 3 fases: 1) desnaturação (92 ºC) do DNA da 

amostra, 2) anelamento (50 – 60 ºC) dos oligonucleotídeos iniciadores ao DNA 

desnaturado e 3) extensão (72  ºC) das cadeias de DNA a partir de cada um dos 

iniciadores e sob a catálise da enzima Taq DNA Polimerase (LADEIRA et al., 

2011). 
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As três etapas constituem um ciclo da PCR, sendo que ao final de cada ciclo se 

originam duas novas cadeias de DNA para cada alvo da cadeia dupla, dessa forma tem se 

um crescimento exponencial (DELIDOW et al., 1993).Um esquema do processo pode ser 

visto na Figura 1. 

 

Figura 1. Esquema da Reação em Cadeia da polimerase da transcrição reversa em tempo real 

(FONTE: Oliveira, 2010). 

 

A detecção do aumento do produto de qPCR ao longo de cada ciclo é 

possível em virtude de utilizar reagentes fluorescentes que possibilitam a detecção 

da formação do produto da PCR. Esses reagentes podem ser de dois tipos: uma 

sonda específica que reconhece sequências do genoma (TaqMan); ou um corante 

fluorescente que apresenta alta afinidade ao DNA dupla-fita, ligando-se a qualquer 

sequência amplificada (SYBR Green). Essa ligação reagente-amplicon faz com que 
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aumente a fluorescência e permite detectar o produto da qPCR conforme este se 

acumula durante os ciclos da reação (HUGGETT et al., 2005). 

É possível identificar três fases no gráfico que é gerado na RT-qPCR de 

acordo com a quantidade de produto amplificado, modulada pelos sinais de 

fluorescência, a fase de crescimento exponencial, fase de crescimento linear ou 

logarítmica e fase estacionária (KUBISTA et al., 2006) (Figura 2).  

 

Figura 2. Fases da PCR em tempo real (adaptada de Kubista et al., 2006) 

 

A fase de crescimento exponencial é considerada a melhor, já que 

compreende a detecção precoce de sinais de fluorescência durante a reação de PCR 

onde a determinação ocorre até a taxa exponencial máxima, resultando na 

determinação do ciclo de quantificação (HEID et al., 1996). Há um ponto onde a 

reação atingir o limiar da fase exponencial. Este ponto corresponde número de 

ciclos necessários para atingir e ultrapassar o limiar da fase exponencial por meio 

da fluorescência detectada chamado de ponto Ct (cycle threshold) (HEID et al., 

1996; NICKLAS; BUEL, 2003; KUBISTA et al., 2006). Na fase de crescimento 

linear, a eficiência da amplificação inicia a queda até a fase estacionária, onde a 

amplificação cessa rapidamente até o ciclo final (SHIPLEY et al., 2006). 

Existem dois métodos para a quantificação utilizando a RT-qPCR em tempo 

real: a quantificação absoluta e a quantificação relativa. O método de quantificação 

absoluta o número de cópias de um gene é determinado pela comparação dos dados 

n 

CT 

Limiar da fase 
exponencial 
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obtidos para uma amostra com uma curva de calibração gerada a partir de reações 

com diluições sucessivas da amostra. A quantificação relativa é baseada na taxa de 

expressão de um gene alvo medida entre duas condições experimentais (amostra 

tratamento versus amostra controle) normalizadas para um gene de referencia 

(PFAFFL, 2004). 

A agilidade, praticidade e confiança nos dados levam ao uso da RT-qPCR 

em grande escala, no entanto, diversos fatores podem interferir no desempenho 

desta técnica (PFAFFL, 2009). Nesse sentido, o uso correto da eficiência de 

amplificação e da normalização é de grande importância, permitindo resultados 

mais confiáveis ao final da expressão gênica relativa. 

A eficiência de amplificação é importante no processo da quantificação da 

expressão gênica, uma vez que essa eficiência tem como base que os produtos da 

PCR dobram a cada ciclo de amplificação. O valor da eficiência deve ser de 

aproximadamente 2 significando a duplicação do material genômico e 

correspondendo a 100% de eficiência (RUTLEDGE; CÔTÉ, 2003). 

Existem diversos métodos disponíveis para calcular a eficiência de 

amplificação, mas o método mais acurado e que fornece eficiências mais precisas e 

realistas deve ser definido através de análises prévias para cada experimento em 

particular (PFAFFL, 2009). O método da curva padrão determina a eficiência de 

amplificação a partir de uma série de diluições de cDNA. Nesse método o valor da 

eficiência é determinado a partir da inclinação da curva padrão (CIROS et al.,2007; 

RASMUSSEN et al.,2001) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Curva padrão de PCR em tempo real (Arquivo pessoal) 
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 O slope (inclinação) da reta é comumente usado para estimar a eficiência da 

amplificação, sendo que quando o declive da curva padrão apresenta valor de -3,32, 

a eficiência da reação é de 100%. Ao passo que, valores abaixo de -3,32 indicam 

reações com menos de 100% de eficiência (SZABO et al., 2004). 

A normalização através do uso de genes referência funciona com um 

controle interno do erro experimental inerente a técnica de RT-qPCR que estão 

sujeitos às variações provenientes de todo o processo, desde a integridade e a 

qualidade do RNAm, variação na taxa da enzima transcriptase reversa durante a 

síntese do cDNA, quantidade  diferentes de cDNA entre replicas técnicas e 

biológicas bem como devido as eficiências na reações da PCR que podem afetar a 

confiabilidade do resultados e conduzir a interpretações incorretas (BUSTIN et al., 

2009 ; MALLONA et al., 2010) . Portanto, o procedimento de normalização se faz 

necessário para minimizar essas variações técnicas inseridas no processo de analise 

da expressão genica que não seja devida unicamente ao tratamento experimental. 

 Dois métodos são utilizados para a quantificação, o método da curva padrão 

relativa e o método Ct comparativo. Para a quantificação absoluta, que tem como 

objetivo determinar o número exato de moléculas de DNA utiliza-se o método da 

curva padrão ou outros métodos que utilizam derivadas secundárias (MA et al., 

2006; PELT-VERKUIL et al., 2008). 

Já na quantificação relativa o método ΔΔCt é o mais utilizado, consiste na 

comparação dos valores de normalização com os valores de Ct da amostra e do 

controle normalizados a um gene endógeno apropriado. Este método também é 

conhecido como o método 2-ΔΔCt, onde ΔΔCt é igual ao ΔCt amostra menos ΔCt 

referência, sendo que nesta equação ΔCt amostra é o valor de Ct para a amostra que 

está sendo analisada e normalizada ao gene apropriado, e ΔCt referência é o valor 

de Ct para o controle normalizador também ao gene apropriado, o número 2 como 

base no cálculo é devido ao crescimento exponencial que se dá a cada ciclo, sendo 

que, numa eficiência de amplificação de 100% o número de cópias aumenta nessa 

proporção (2n, onde n é o número de ciclos) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

3.1 Gene de referência  

 

Os genes de referência são utilizados como controle interno da reação que 

têm sequências diferentes do gene alvo (o que se pretende analisar). GRs 
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codificam para proteínas envolvidas em processos celulares básicos tais como 

glicólise (GAPDH), dobramento de proteínas (ciclofilina), síntese de subunidades 

ribossomais (rRNA), transporte e degradação de elétrons (UBC) (YU et al., 2008; 

KOUZAKI et al., 2009; TANG et al., 2009). Dentre os genes de referência mais 

utilizados destaca o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) devido a 

vários trabalhos utilizados este gene, tornando o mesmo clássico como escolha em 

controle endógeno (KOZARA;RAPAC, 2013).  

Os estudos envolvendo a escolha de gene de referência para tecidos de 

suínos apresentaram resultados divergentes para expressão do GAPDH nos tecidos 

analisados (DE KETELACRE et al., 2006). Diferindo estes resultados BOGAERT 

et al (2006) analisando genes de referência para tecido em pele de equino 

observaram que o GAPDH foi o que se apresentou mais estável. O que corrobora 

para uma necessidade de validação do mesmo quando se pretende utilizar como 

gene de referência (BROWNING et al.,2012).  

Para que um gene seja considerado candidato a gene de referência de 

determinado estudo, este deve possuir alguns pré-requisitos básicos como: ter 

expressão em abundância, não ser co-rregulado com o gene alvo e apresentar 

variação de expressão mínima (CHERVONEVA et al., 2010; LEE et al. 2002). 

Trabalhos tem demonstrado que estes GR podem não apresentar expressão estável 

para todas as células do organismo ou entre as espécies que estão sendo analisadas, 

bem como durante várias fases do desenvolvimento e sob diferentes condições 

experimentais (NASCIMENTO et al., 2015; WEYRICH et al. 2010; MCCURLEY 

et al., 2008; PÉREZ et al., 2008; ZAROS et al., 2010).  

Logo o guia para publicação de artigos científicos com a técnica de RT-

qPCR conhecido como Minimum Information for Publication of Quantitative Real-

Time PCR Experiments (MIQE) tem recomendado o uso de múltiplos genes de 

referencia no procedimento de normalização de dados de expressão genica. O uso 

de múltiplos GRs na normalização busca superar possíveis limitações apresentada 

por um dos genes quando sob determinada condição experimental 

(VANDESOMPELE et al., 2002). Alguns dos genes geralmente utilizados em 

estudos de expressão gênica estão apresentados no Quadro 1. 

 

 

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13353-013-0173-x#CR81
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Quadro 1. Genes de referência geralmente utilizados como controle interno na Reação em 

cadeia da polimerase da transcrição reversa em tempo real. 

Gene Descrição 

GAPDH Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase   

MPR27 Proteína ribossomal S27  

ACTB Beta-actina 

MPR30 Proteína ribossomal S30 

EEF1 Fator de elongação traducional eucariótico-1  

HMBS Hidroximetilbilano sintase  

TFRC Receptor da transferrina (p90, CD71) 

RPL5 Proteína ribossomal L5 

SDHA Complexo desidrogenase de succinato, subunidade A 

UBC Ubiquitina C 

B2M Beta-2-Microglobulina 

ACTA1 Alfa-actina 1 

HPRT1 Hipoxantina fosforibosiltransferase 1 

18S e 28S Subunidade ribossomais  

 

3.2 Métodos de avaliação dos genes de referência  

 

Tendo em vista a necessidade de validar a estabilidade de expressão de 

genes candidatos a controle vários algoritmos foram desenvolvidos nos últimos 

anos, dentre eles aqueles usados nos programas geNorm, NormFinder, BestKeeper 

e o método comparativo de Ct. 

 

 3.2.1 geNorm  
 

O programa geNorm é software desenvolvido por VANDESOMPELE et al. 

(2002). Este programa identifica dois genes de referência ou a combinação múltipla 

de vários genes dentro de um conjunto de tecidos e possibilita a escolha do gene 

mais estável. Calcula um fator de normalização com base nos níveis de expressão 

do melhor gene. Para todos os genes, e calculado a variação aos pares, analisando a 

variação da expressão dois a dois, de todas as combinações gênicas.  
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Para a análise da estabilidade, o geNorm classifica os genes a partir da sua 

estabilidade de expressão média (M), sendo que esse valor deve situar-se abaixo de 

1,5 para que o gene seja considerado estável. Analisa a variação da média 

geométrica dos valores de expressão de genes candidatos a gene referência, obtidos 

na quantificação por PCR em tempo real.  

 

3.2.2 BestKeeper 

 

O programa BestKeeper é um software desenvolvido por PFAFFL et al. 

(2004). O programa determina os melhores genes normalizadores utilizando os 

valores do desvio padrão e coeficiente de variação. A partir destes dados, é 

calculada a variância do coeficiente de correlação de Pearson de expressão, a qual é 

utilizada para a análise de correlação pareada entre os genes, sendo considerado o 

melhor normalizador, o gene com menor variação. O programa usa os valores de Ct 

em vez de quantidades relativas e tem por base a derivação padrão que deve situar-

se abaixo de um (<1). 

 Como característica positiva deste software, existe o fato do mesmo ser 

capaz de analisar até 10 genes de referência em contraste ao software geNorm 

descrito anteriormente. Isso se deve ao fato de o índice aplicado ser robusto, o que 

torna possível a aplicação do resultado como uma expressão padrão, como se fosse 

um único gene. Além disso, para o processamento subsequente, o conjunto desses 

dados podem ser importados para outras ferramentas de softwares como o REST 

(PFAFFL et al., 2002), geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002) ou Q-Gene 

(MULLER et al., 2002). 

 
3.2.3 NormFinder 

 

NormFinder é uma ferramenta aplicada pelo Microsoft Excel que identifica 

o melhor gene normalizador entre um grupo de genes candidatos com base em sua 

estabilidade de expressão. Este algoritmo avalia a variação total de expressão dos 

genes candidatos através da soma da variância. O programa também calcula os 

valores de estabilidade para os genes candidatos organizados em escala 

decrescente, sendo que um menor valor indica uma alta estabilidade de expressão 

(ANDERSEN et al. (2004).  
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3.2.4 Método ΔCt 

 

O método de delta Ct comparativo (ΔCt) avalia os genes de referência mais 

estáveis por meio da comparação da expressão relativa de pares de genes dentro de 

cada amostra de tecido. Quando o valor de ΔCt entre os pares de genes permanece 

constante para todas as amostras testadas, significa que esses genes de referência 

são expressos de forma estável entre as amostras ou co-regulados, se o ΔCt oscila, 

isso quer dizer que um ou ambos os genes são expressos de forma variável 

(SILVER et al., 2006) 

 A análise por pares permite a introdução de um terceiro, quarto ou quinto 

gene, após as falhas, para a comparação entre os pares que irão fornecer a maior 

estabilidade. Sendo assim, estes genes podem ser classificados os descartados 

apresenta como vantagem a possibilidade de que vários genes sejam testados e 

comparados uns com os outros com base no ΔCt. 

 
4.  FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR NA EXPRESSÃO GÊNICA   

Nos organismos eucariotos, existem genes que se expressam apenas em 

determinados tecidos e esses são chamados de genes tecido-específicos e estão sob 

regulação tecido-específica. No entanto, existem também genes que se expressam 

somente durante determinados períodos e, estes são controlados por meio de 

regulação temporal (LEHNINGER et al., 2000). Assim, diferentes tecidos 

apresentam componentes proteicos e estruturais também diferentes, resultando em 

um perfil de expressão gênica específico, adequado a cada necessidade (PERFITO 

et al., 2012). 

Segundo JEMIOLO e TRAPPE (2004), ao avaliar os níveis de expressão 

dos genes B2M, GAPDH, 18S e ACTB em fibras musculares e em diferentes 

condições fisiológicas, observaram diferença nas quantidades de transcritos 

podendo chegar a 52 vezes mais para o gene B2M, em relação ao tecido antes do 

exercício e 4h depois.  De acordo com BUSTIN et al (2010), é evidente que células 

geneticamente idênticas, expostas ao ambiente uniforme mostram variação 

significativa na quantidade de RNAm devido à diferente localização física.  

VANDESOMPELE et al (2002) analisado 10 genes em tecidos de neuroblastoma, 

fibroblastos, leucócitos e ossos constataram que em cada tecido a ordem de 

expressão dos genes foi variável e dentro de um mesmo tecido também, o nível de 

expressão do gene foi maior que o nível do menos expresso, sugerindo que a 
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variabilidade de expressão ocorre não somente intertecidual, como dentro de uma 

classe de tecido. 

A espécie também pode influenciar na expressão do gene, já que a estrutura 

do DNA e o modo como à informação é codificada pelos genes e convertida em 

diferentes proteínas pode explicar essa diferença. Alguns estudos confirmam essa 

diferença, como BOGAERT et al (2006) analisando genes de referência para tecido 

em pele de equino observaram que o GAPDH foi o que se apresentou mais estável; 

diferentemente deste resultado DE KETELAERE et al (2006), analisando a 

expressão de seis genes de referência em tecidos de suínos, observaram que o 

GAPDH foi o menos estável.  

O sexo pode alterar a expressão gênica é o, as condições fisiológicas 

inerentes ao organismo, por apresentar particularidades no seu metabolismo, 

ativando e desativando proteínas específicas, resultam de diferenças na regulação 

gênica e comprovando tais questões sobre expressão diferencial em machos e 

fêmeas, MCCURLEY; CALLARD (2008) ao analisarem a expressão de genes 

constitutivos no sexo e tipo de tecidos em peixe zebrafish observou diferença na 

expressão do TBP e GAPDH no músculo esquelético e cardíaco, onde a maior 

expressão foi nas fêmeas que nos machos. Diferenças também formam observadas 

em cinco genes (ACTB, GAPDH, G6PD, TBP, B2M) quando comparada no ovário 

e testículos (MCCURLEY; CALLARD 2008).  

MO et al. (2014) constataram que sete genes comumente utilizados como 

genes de referência (ACTB, B2M, EEF1, GAPDH, TUBA, RPL8 e GAPDH), 

apresentaram variabilidade significativa entre machos e fêmeas, quando testados no 

hepatopâncreas de peixes. Enquanto ZINZOW-KRAMER et al. (2014) constataram 

que a normalização para os genes GAPDH e PIA juntos, foi capaz de detectar 

diferença entre sexos para aves canoras. Assim como na normalização para os 

genes GAPDH, RPL32, ACTB e 18S individualmente, mostrou diferença 

significativa na expressão gênica entre machos e fêmeas.  

Há necessidade de avaliar as diferenças na expressão gênica de determinado 

tecido, espécies e sexos são importantes, visto que existe diferença na expressão 

dos genes, essas diferenças podem observadas, a partir da utilização de genes de 

referência adequados, previamente testados, o que reforça a importância de estudos 

à cerca dos genes endógenos (SUZUKI et al., 2000).  
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Resumo - Objetivou-se analisar a estabilidade de expressão de dez genes de referência 10 

(ACTA1, ACTB, B2M, GAPDH, HMBS, HPRT1, MRPS27, MRPS30, RPL5) utilizados em 11 

estudos de expressão gênica por meio de RT-qPCR em diferentes tecidos de codornas de corte. 12 

Para avaliar a estabilidade dos genes de referência foi utilizando ferramentas estatísticas 13 

geNorm , NormFiner, BestKeeper e método comparativo Ct. Após a análise dos níveis de 14 

expressão pelos programas geNorm, NormFinder, BestKeeper e Método Comparativo de ΔCt 15 

gerados pela ferramenta online RefFinder, observou-se que o HPRT1 foi o mais estável em 16 

todos os tecidos analisados, seguido por MRPS30 no peito, B2M na gordura abdominal, 17 

HMBS no fígado e RPL5 no intestino. Houve efeito do sexo na estabilidade dos genes 18 

testados, sendo que os genes mais estáveis para os animais machos foram: HPRT1, MRPS30, 19 

SDHA e, para fêmeas, os genes RPL5, HPRT1, MRPS30. Estes resultados podem ajudar em 20 

ensaios de RT-qPCR que avaliem estes tecidos de codornas machos ou fêmeas, uma vez que 21 

fornece dados sobre quais genes são mais estáveis e podem ser testados como candidatos a 22 

genes de referência nas demais condições experimentais. 23 

  24 

Termos para indexação: codorna europeia, estabilidade de expressão, gene endógeno25 
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Investigation in reference genes for analysis quantitative PCR real time tissues 26 

quail in cutting 27 

 28 

Abstract – This study aimed to analyze the stability of ten reference gene expression (ACTA1, 29 

ACTB, B2M, GAPDH, HMBS, HPRT1, MRPS27, MRPS30, RPL5) used in studies of gene 30 

expression by RT-qPCR in different quails tissue court.To evaluate the stability of reference 31 

genes was using statistical tools geNorm, NormFiner, BestKeeper and comparative Ct 32 

method.After analyzing the expression levels in the programs, geNorm, NormFinder, 33 

BestKeeper and ΔCt Comparative Method generated by the tool online RefFinder ,  noted that 34 

the HPRT1 was the most stable in all tissues analyzed, followed by MRPS30 pectoralis major, 35 

B2M in abdominal fat, HMBS in liver and intestine RPL5. Was no effect of sex on the stability 36 

of the genes tested, and the most stable genes for male animals were HPRT1, MRPS30, SDHA 37 

and, for females the genes RPL5, HPRT1, MRPS30 were the most stable, in that order. These 38 

results can help in assessing RT-qPCR these female or male quail tests, since it provides 39 

information about which genes are more stable and can be tested as candidate reference genes 40 

in other experimental conditions. 41 

 42 

Index terms :  quail european, expression stability, gene endogenous,  43 

 44 

 45 

 46 

 47 

 48 

 49 

 50 

 51 

 52 

 53 

 54 

 55 

 56 
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Introdução 57 

A reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) é um método  58 

eficiente e confiável para medir os níveis de expressão dos genes. Apresenta como 59 

vantagem a sensibilidade, a detecção em tempo real do progresso da reação, a velocidade 60 

de análise e medição precisa do material da amostra (GACHON et al., 2004). Como em 61 

qualquer estudo de quantificação, é necessário corrigir variações das amostras, afim de 62 

obter resultados fiáveis. O método mais utilizado é a normalização para a expressão de 63 

um gene de controle interno, também chamado de gene de referência (OLIAS et al ., 64 

2014).   65 

O gene de referência ideal é expresso em níveis estáveis, independente do tipo de 66 

tecido, espécie, sexo, tratamento e condições experimentais, entretanto esse gene ainda 67 

não foi encontrado, provavelmente não exista, portanto torna-se claro que os genes de 68 

referência precisam ser estabelecidos para cada nova condição experimental para 69 

controlar as varrições que possa vim influenciar os resultados (VANDESOMPELE et 70 

al.,2002). Os GR mais utilizados são 18S (RNA ribossomal), ACTB (Beta actina) e 71 

GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) (KHURSHID et al., 2009; NERREN et 72 

al., 2010). Entretanto estudos tem mostrado que a utilização desses genes de referência 73 

individual para normalização pode influência os resultados do RNAm e o número de 74 

quantificação (BUSTIN, 2000; DHEDA et al., 2005; RODONIC et al ., 2004).  Por isso a 75 

estabilidade da expressão gênica necessita ser avaliada antes de usar os genes de interesse. 76 

Esta estabilidade pode ser medida por meio de ferramentas e, dentre as mais utilizadas 77 

estão o geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 78 

2004). BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) e o método comparativo ΔCt (SILVER, 2006). 79 

A codorna europeia (Coturnix coturnix coturnix) vem se destacando como 80 

promissora para exploração doméstica, sendo atrativa, principalmente devido ao seu lado 81 

econômico pois apresenta pequeno consumo de ração rápido crescimento e elevada 82 

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13353-013-0173-x#CR26
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prolificidade, tornando-se um bom potencial de exploração zootécnica (CHAVES, 2013). 83 

Vários estudos tem avaliado a adequabilidade de RGs na normalização de gene alvo em 84 

diversas espécies de animais de produção tais como bovinos (LISOWSKI et al., 2008), 85 

suínos (MARTÍNEZ-GINER et al., 2013), ovinos (ZANG et al., 2011), cabra 86 

(NAJAFPANAH et al., 2013), cavalos (AHN et al., 2011) , frangos (NASCIMENTO et al., 87 

2015),  e peixes (YANG et al., 2013). Embora recentes trabalhos de expressão genica com 88 

uso de técnica de RT-qPCR tem sido relatados em codornas (DEL VESCO et al., 2016) 89 

esses autores não avaliaram previamente a estabilidade e a adequabilidade do GR sob a 90 

condição experimental testada.  91 

Para nosso conhecimento, não há estudos semelhantes avaliando a estabilidade de 92 

genes de referência adequados à normalização de dados de RT-qPCR em codornas de 93 

cortes.  Portanto, um melhor entendimento do perfil de expressão de genes de referência 94 

normalizadores da expressão gênica em estudos de RT-qPCR torna-se necessário. 95 

Objetivou-se determinar o perfil de transcritos expressos de genes de referência para 96 

estudos de expressão genica por RT-qPCR em tecidos sólidos de codornas de corte. 97 

 98 
 99 
 100 
 101 
 102 
 103 
 104 
 105 
 106 
 107 
 108 
 109 
 110 
 111 
 112 
 113 
 114 
 115 
 116 
 117 
 118 
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Material e Método 119 
O experimento foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade Federal de 120 

Sergipe. Foram coletados amostras de quatro tecidos (músculo do peito, gordura 121 

abdominal, fígado e intestino) de seis codornas de corte de corte (Coturnix coturnix 122 

coturnix) de 35 dias de idade sendo três machos (n=3) e três fêmeas (n=3). As aves foram 123 

obtidas de uma granja de produção comercial da cidade de São Cristovão - SE. Todas as 124 

amostras foram isoladas e armazenadas em tubos esterilizados contendo RNAlater 125 

(Ambion, RNA Carlsbad, CA, USA). As amostras foram estocadas a 4ºC por 12h e depois 126 

a -20ºC até o momento da extração do RNA total. 127 

O RNA total foi extraído utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Gaithersburg, 128 

MD) de acordo com as instruções do fabricante. A concentração de RNA foi determinada 129 

por meio do espectrofotômetro AstraGene UV/Vis (AstraNet Inc., Bath, UK) utilizando 130 

2,5ul do RNA extraído. A integridade do RNA foi avaliada por meio de gel de agarose 1%, 131 

a 100V por 30 min. Após essa verificação, 1ug de RNA total de cada grupo foi submetido 132 

à transcrição reversa utilizando o kit GoScript Reverse Transcription System (Promega, 133 

Madison, WI, EUA) seguindo instruções do fabricante. As amostras de cDNA resultantes 134 

foram armazenadas a -20ºC até a análise de RT-qPCR ser realizada.  135 

Dez genes de referência foram escolhidos com base na literatura, ditos como de 136 

expressão estável, e as sequências nucleotídicas foram obtidas do banco de dados Ensembl 137 

(www.ensembl.org). Os desenhos dos primers foram realizados a partir do software 138 

PrimerQuest fornecido pela empresa DNA Technologies, Inc (IDT, Coralville, IA, USA) a 139 

análise em BLAST foi executada verificar a especificidade da sequência.  Os conjuntos de 140 

primers que foram utilizados podem ser visualizados no Quadro 1. 141 
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Quadro 1. Sequências de nucleotídeos, tamanho do amplicon e temperatura de anelamento dos primers utilizados para as reações de RT-142 

qPCR em Tempo Real. 143 

Gene 

símbolo 
Transcrito ID Descrição  Sequência de primer (5′-3′)  

Ta  

(°C) 

Amplicon 

(bp) 

ACTA1 ENSGALE00000120039 Alfa-actina 1 F: CTCCGGCGATGGTGTGA 62 122 

   R:CAGTCAGGATCTTCATCAGGTAGT   

ACTB ENSGALT00000015673 Beta- actina F: ACCCCAAAGCCAACAGA 60 136 

   R: CCAGAGTCCATCACAATACC   

B2M Z48922 Beta-2-microglobulina F: CCACCCAAGATCTCCATCAC  62 90 

   R: CGTCCAGTCGTCGTTGAA    

GAPDH ENSGALE00000024703 Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase  F: CTGTAGCCCATATCTTGCCTTT 60 95 

   R: CAAGACGATCTCCACTCTTTCC    

HMBS ENSGALE00000001922 Hidroximetilbilano Sintase F: TGACCTGGTAGTTCACTCCTT 60 75 

   R:TTGCAAATAGCACCAATGGTAAAG   

HPRT1 AJ132697 Hipoxantina Fosforribosiltransferase 1 F: GCACTATGACTCTACCGACTATTG 60 112 

   R: CAGTTCTGGGTTGATGAGGTT   

SDHA ENSGALE00000067556 

Complexo desidrogenase de succinato 

subunida F: CTATGTGGCCTGGAAGATCAG 60 124 

   R: GCAGCTCAGAGGATGGATG   

MRPS27 XM_424803 Proteína ribossomal S27 F: GCTCCCAGCTCTATGGTTATG 60 124 

   R: ATCACCTGCAAGGCTCTATTT   

MRPS30 NM_204939.1 Proteína ribossomal S30 F: CCTGAATCCCGAGGTTAACTATT 60 107 

   R: GAGGTGCGGCTTATCATCTATC   

RPL5 NM_204157.2 Proteína ribossomal L5 F: GCCCGAAGTTCCTGAAATCT 60 102 

   R: AACGACCCAGAGGAGGATAA   

144 Bp Pares de bases*, Ta Temperatura de anelamento* 
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Antes da amplificação, parte do cDNA foi colocado em um novo tubo para fazer 145 

uma amostra composta (pool), contendo uma amostragem geral dos diferentes perfis de 146 

RNA estudados. Esse pool foi então diluído para construir curvas padrão para otimização e 147 

os cálculos de eficiência na PCR. Assim, quatro concentrações de cDNA (1, 5, 15 e 45 ng) 148 

e quatro concentrações de primers (200, 400, 800 e 1000 nM) foram testadas. As condições 149 

experimentais da RT-qPCR foram as seguintes: um ciclo de 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos 150 

a 95ºC por 10 segundos e 60 segundos a 60-62ºC. Um passo adicional com aumento 151 

gradual de temperatura foi acrescentado, aumentando de 60-62ºC para 95ºC, para a 152 

obtenção da curva de dissociação.  Um mix de reação sem template foi também utilizado 153 

para detectar possíveis contaminações por reagentes. A reação de amplificação da PCR foi 154 

realizada em diferentes poços cada par de primer tendo sua especificidade conferida por 155 

meio do tamanho do amplicon, em eletroforese em gel de agarose a 1,5%. A eficiência de 156 

amplificação foi calculada para cada gene de referência usando a fórmula E = (10 (-1/slope) - 157 

1) × 100 (PFAFFL, 2001).  Após a análise de eficiência, a temperatura de anelamento e 158 

concentração de primer mais adequadas foram empregadas nas reações de PCR 159 

Todas as reações foram realizadas em termociclador CFX96 Real-Time PCR 160 

Detection System, usando como método de detecção SYBR green com GoTaq qPCR 161 

Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), e os primers aplicados eram específicos para 162 

cada gene. As condições térmicas dos ciclos para a RT-qPCR foram as seguintes: 1 ciclo a 163 

95°C durante 10 min, 40 ciclos de amplificação a 95°C durante 15 segundos e anelamento 164 

a 60-62°C durante 1 minuto. A média do ciclo de quantificação (Ct) foi determinada 165 

utilizando o manual de configurações de quantificação. Valores de Ct para os poços 166 

controle foram excluídos de análises posteriores, assim como os valores que se 167 

apresentaram superiores a 35 ou não detectados.  168 
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A estabilidade de expressão dos genes de referência foi determinada por meio de 169 

quatro métodos: BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), geNorm (VANDESOMPELE et al., 170 

2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) e método comparativo de ΔCt (SILVER et 171 

al., 2006), através do programa RefFinder (http://fulxie.0fees.us/?type=reference), que 172 

integra os quatro algoritmos para comparar e classificar a estabilidade dos genes. Para o 173 

geNorm e NormFinder, os valores usados para o cálculo são os da expressão relativa 174 

estimados a partir dos valores de Ct, já para o BestKeeper e o método comparativo de ΔCt 175 

os valores utilizados para fins de cálculo da estabilidade, são os próprios valores de Ct 176 

inseridos no RefFinder.  177 

O RefFinder é uma ferramenta que analisa separadamente cada algoritmo utilizado 178 

e fornece uma classificação geral do melhor normalizador para a condição experimental 179 

testada, obtida através da combinação dos resultados dos quatro algoritmos. 180 

 181 

Resultados e Discussão 182 

Perfil de expressão dos genes de referência 183 

A avaliação dos valores de Ct foi feita pela estatística descritiva fornecida pelo 184 

BestKeeper, separadamente para cada tecido (músculo do peito, gordura abdominal, fígado 185 

e intestino). Essa análise indicou variabilidade no perfil de expressão dos genes. Os dez 186 

genes foram distribuídos em duas categorias diferentes dos níveis de expressão. Três genes 187 

ACTB, ACTA1, RPL5, obtiveram alta expressão de RNAm com a maioria dos valores de 188 

Ct entre 19 a 20, os demais genes foram moderadamente expresso com valores de Ct entre 189 

21 e 31 ciclos entre todos os tecidos avaliados. (Tabela 1). 190 

A partir dos dados apresentados na Tabela 1, referente aos valores de desvio padrão 191 

(SD) e coeficiente de variação (CV%), observou-se que, dentre os genes testados na 192 

musculatura do peito, RPL5 é o que apresenta o menor valor de SD (0,56) e B2M/SDHA 193 

apresentam os menores valores de CV% (2,55). Para a gordura abdominal o MRPS27 é o 194 
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que apresenta menor SD (0,43) e CV% (1,89). No fígado o menor valor de desvio padrão 195 

foi observado para MRPS27 (0,39), seguindo do SDHA com CV% (1,67). O menor valor 196 

de desvio padrão e coeficiente de variação para o tecido do intestino é HPRT1 (0,25 e 197 

1,17) respectivamente, indicando estabilidade de expressão deste gene. 198 

Tabela 1. Dados estatísticos gerados pelo programa BestKeeper para os dez genes de 199 

referência avaliados nos tecidos (músculo do peito, gordura abdominal, fígado, intestino). 200 

Músculo do Peito 

FATOR ACTB HPRT1 ACTA1 GAPDH HMBS SDHA B2M MRP27 MRP30 RPL5 

Med geo[Cq] 19,94 22,20 20,25 21,72 28,40 25,73 30,12 22,75 26,53 20,81 

Med ar [Cq] 20,08 22,22 20,28 21,83 28,44 25,74 30,14 22,77 26,56 20,82 

Min [Cq] 17,97 21,15 18,90 19,35 27,10 24,78 28,34 21,45 25,15 19,50 

Max [Cq] 25,09 23,95 22,30 26,43 31,87 27,16 30,97 24,82 28,70 22,02 

SD [± Cq] 2,02 0,73 0,99 1,58 1,15 0,66 0,77 0,83 0,89 0,56 

CV [%] 10,07 3,30 4,88 7,24 4,04 2,55 2,55 3,64 3,36 2,70 

Coeff.corr.[r] 0,98 0,91 0,75 0,95 0,96 -0,40 0,49 0,91 0,97 0,60 

Gordura Abdominal 

Medgeo[Cq] 19,31 21,87 20,38 21,69 28,15 26,42 30,33 22,72 26,41 20,79 

Med ar [Cq] 19,37 21,89 20,43 21,74 28,18 26,44 30,35 22,73 26,44 20,80 

Min [Cq] 16,79 20,27 18,53 19,16 26,20 24,98 28,34 22,03 24,98 19,93 

Max [Cq] 21,92 23,41 23,01 24,56 30,17 27,73 32,56 24,03 28,38 22,14 

SD [± Cq] 1,19 0,64 1,24 1,10 1,06 0,90 0,75 0,43 1,07 0,45 

CV [%] 6,15 2,93 6,05 5,06 3,77 3,39 2,49 1,89 4,06  2,15 

Coeff.corr.[r] 0,86 0,95 0,95 0,94 0,84 0,36 0,88 0,20 0,89 0,87 

Fígado 

Med geo[Cq] 19,66 21,63 20,58 22,84 27,38 25,36 29,98 21,81 26,45 20,70 

Med ar [Cq] 19,86 21,65 20,64 23,05 27,43 25,37 30,01 21,81 26,46 20,71 

Min [Cq] 17,22 20,42 19,46 20,03 26,30 24,34 28,25 21,17 25,74 19,97 

Max [Cq] 26,29 24,04 24,43 30,16 31,48 26,27 32,85 22,63 28,01 21,61 

SD [± Cq] 2,30 0,8 1,21 2,46 1,19 0,42 0,89 0,39 0,59 0,47 

CV [%] 11,58 3,70 5,84 10,69 4,33 1,67 2,98 1,77 2,24 2,28 

Coeff.corr.[r] 0,99 0,97 0,96 0,99 0,97 -0,81 0,92 0,87 0,98 0,61 

Intestino 

Med geo[Cq] 18,53 21,11 20,21 20,71 27,00 25,57 29,19 22,43 26,02 20,18 

Med ar [Cq] 18,54 21,11 20,21 20,73 27,00 25,57 29,20 22,44 26,03 20,18 

Min [Cq] 17,29 20,45 19,56 19,38 26,33 24,76 27,91 21,31 25,20 19,13 

Max [Cq] 19,35 21,63 20,57 22,13 27,97 26,01 30,53 23,70 26,63 20,94 

SD [± Cq] 0,45 0,25 0,28 0,95 0,40 0,31 0,62 0,56 0,34 0,40 

CV [%] 2,45 1,17 1,38 4,58 1,46 1,21 2,13 2,51 1,30 1,98 

Coeff.corr.[r] 0,31 0,80 0,53 0,95 0,85 0,66 0,77 0,18 0,77 0,86 

Cq: ciclo de quantificação; Med geo: média geométrica de Cq; Med ar: média aritmética de Cq; min e 201 
max Cq: valor mínimo e máximo de Cq; SD: desvio padrão; CV: coeficiente de variação; r: coeficiente 202 
de correlação. 203 

 204 
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Efeito do tipo de tecido na estabilidade dos genes de referência 205 

Para avaliar a estabilidade de expressão dos genes candidatos a normalizadores, 206 

além da análise do desvio padrão e coeficiente de variância também foi calculada e 207 

comparada a estabilidade média de expressão (M) utilizando os algoritmos dos programas, 208 

geNorm, NormFinder, BestKeeper e o método comparativo de Ct. 209 

De acordo com o algoritmo do programa geNorm com base nos valores de M 210 

(Tabela 2 ) calculados para o tecido do músculo do peito, observou-se que os genes 211 

HPRT1/MRPS27 (M= 0,23) são os mais estáveis, seguidos de ACTA1 (M= 0,49). Os 212 

genes mais estáveis na gordura abdominal é HPRT1/B2M (M= 0,44) e RPL5 (M= 0,55). 213 

No fígado os genes ACTA1/HMBS (M=0,43) e HPRT1 (M=0,60) foram os genes que 214 

apresentaram maior estabilidade. Para amostra do tecido do intestino os genes mais 215 

estáveis foram HPRT1/RPL5 (M=0,25) e HMBS (0,29).  216 

Para o programa NormFinder (Tabela 2), os genes candidatos que possui menor 217 

valor de M para o músculo do peito é MRPS30 (M= 0,31), HPRT1(M=0,35) e 218 

MRPS27(M=0,39). Na gordura abdominal o gene que apresentou menor valor de M foi 219 

HPRT1, com M=0,18, seguindo de M=0,51 e 0,56 para RPL5 e MRPS30, respectivamente. 220 

Para o fígado o HPRT1 (M=0,25), B2M (M=0,33) e HMBS (M=0,37) foram os que 221 

apresentaram menor valor de M. Os genes com menor valor de M para o intestino foi 222 

HPRT1 M=0,18, seguindo por RPL5 (M=0,25) e HMBS (M=0,29). Estes dados são 223 

semelhantes aos encontrados na análise pelo geNorm, pelo fato de que todas estas análises 224 

levaram em consideração os valores de expressão relativa calculados a partir dos valores 225 

de Ct. 226 

 O Bestkeeper com base nos valores de r calculados para os dez genes, mostrado na 227 

tabela 2, observou-se que ACTB (r=0,98) foi o gene mais estável no músculo do peito, 228 

seguindo pelo HPRT1/ACTA1 (r=0,95) na gordura abdominal. O gene GAPDH foi o mais 229 
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estável para o fígado e intestino (r=0,99 e 0,95, respectivamente). Os valores mais baixos 230 

foram observados para os genes SDHA (r= -0,40) no músculo do peito e fígado, para a 231 

gordura e intestino o gene menos estável foi MRPS27 (r=0,20 e 0,18, respectivamente.) 232 

(Tabela 2).  233 

O método comparativo de Ct (Tabela 2), apresentou uma ordem de estabilidade de 234 

expressão igual ao algoritmo NormFinder para o tecido do músculo do peito, para os três 235 

primeiros genes, MRPS30 (M=1,02), HPRT1 (M=1,03), MRPS27 (M=1,06), porém 236 

apresentou valores de M diferentes para gordura, variando de M=0,94 (B2M) a M=10,4 237 

(HMBS). Houve diferença também para o tecido do fígado M=1,19 (MRPS30) a M=2,14 238 

(ACTB), para o intestino os valores variaram para os genes RPL5 (M=0,54) e MRPS27 239 

(M=0,90).  240 

 241 

 242 

 243 

 244 

 245 

 246 

 247 

 248 

 249 

 250 

 251 

 252 

 253 

 254 
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  Tabela 2. Valores de estabilidade para os genes de referência classificado pelo algoritmo,            255 

geNorm,   NormFinder, BestKeeper e método comparativo ΔCt para músculo do peito, gordura     256 

abdominal,  fígado e intestino em codornas. 257 

 

Tecidos 

 

Genes 

              

geNorm 

 

  

NormFinder 

  

Bestkeeper 

  

Método ΔCt 

 

  Estabilidade Rank Estabilidade Rank Estabilidade Rank Estabilidade Rank 

Peito ACTA1 0,49 2 0,81 5 0,75 6 1,25 5 

 ACTB 1,23 7 1,67 9 0,98  1 1,83 9 

 B2M 0,93  5 1,05  7 0,49  8 1,43  7 

 GAPDH 1,11  6 1,45  8 0,95  4 1,68  8 

 HPRT1 0,23  1 0,35  2 0,91 5 1,03 2 

 HMBS 0,71 4 0,54  4 0,96 3 1,17 4 

 MRPS27 0,23 1 0,39 3 0,91  5 1,06 3 

 MRPS30 0,61 3 0,31  1 0,97  2 1,02  1 

 RPL5 0,93  5 0,90  6 0,60  7 1,30  6 

 SDHA 1,36  8 1,70  10 -0,40  10 1,87  10 

Gordura ACTA1 0,75 4 0,67 5 0,95 1 1,01 5 

 ACTB 0,84 6 1,02 7 0,86 6 1,20 7 

 B2M 0,44  1 0,57  4 0,80  8 0,94  2 

 GAPDH 0,79  5 0,86  6 0,94 2 1,08  6 

 HPRT1 0,44  1 0,18  1 0,95 1 0,82  1 

 HMBS 0,89  7 0,67  5 0,84  7 10,4  10 

 MRPS27 0,98  8 1,07  8 0,20  10 1,28  8 

 MRPS30 0,70  3 0,56  3 0,89 3 0,96  4 

 RPL5 0,55  2 0,51  2 0,80 4 0,95 3 

 SDHA 1,06  9 1,21  9 0,36  9 1,37  9 

Fígado ACTA1 0,43 1 0,38 4 0,97 3 1,27 6 

 ACTB 1,33 7 1,9 8 0,98  2 2,14 5 

 B2M 0,67 3 0,33  2 0,92 4 1,23  3 

 GAPDH 1,54  8 2,33  10 0,99 1 2,41  10 

 HPRT1 0,60  2 0,25  1 0,97 3 1,13  1 

 HMBS 0,43  1 0,37  3 0,97 3 1,26  4 

 MRPS27 0,86  5 0,94  6 0,87  5 1,34  7 

 MRPS30 0,73  4 0,50  5 0,98 2 1,19  2 

 RPL5 0,86  5 1,11  7 0,60  6 1,44  8 

 SDHA 1,04  6 1,95  9 -0,40 7 2,05  9 

Intestino ACTA1 0,33 3 0,36 5 0,53 8 0,59 4 

 ACTB 0,54  6 0,68 9 0,31 9 0,82 6 

 B2M 0,47  5 0,47  7 0,76  6 0,77  5 

 GAPDH 0,60  7 0,75  10 0,95 1 0,87  7 

 HPRT1 0,25 1 0,18  1 0,80  4 0,52 1 

 HMBS 0,29 2 0,29  3 0,85 3 0,54 2 

 MRPS27 0,66  8 0,66  8 0,18  10 0,90  8 

 MRPS30 0,33 3 0,33 4 0,77  5 0,54  2 

 RPL5 0,25  1 0,25 2 0,86 2 0,54 2 

 SDHA 0,38  4 0,38  6 0,66  7 0,58  3 

 258 
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No geral, a classificação obtida com o geNorm, NormFinder e o método do ΔCt foram 259 

parecidos em apontar a maioria dos genes mais estáveis, diferente da classificação do 260 

BestKeeper. Isto é devido por que, o geNorm assim como o NormFinder e o método do 261 

ΔCt usam diferentes medidas de variação dos valores de Ct, enquanto a análise pelo 262 

Bestkeeper é baseada na correlação dos valores de Ct entre os genes. 263 

O gene mais estável para todos os tecidos analisados de acordo com a classificação 264 

geral do RefFinder foi o HPRTI. Os candidatos a genes de referência mais estável no 265 

tecido do músculo do peito foram: HPRT1, MRPS30, MRPS27 (Figura 1A). Para a 266 

gordura: HPRT1, B2M, RPL5, (Figura 1B). No fígado, a classificação geral foi HPRT1, 267 

HMBS, B2M (Figura 1C). No tecido do intestino foi: HPRT1, RPL5, HMBS, Figura (1D).   268 

                                                                                                                                         269 
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Figura 1. Estabilidade da média de expressão de acordo com os valores de estabilidade do 273 

RefFinder, de dez genes candidatos a normalizadores, para músculo do peito (Fig. 1A), gordura 274 

abdominal (Fig. 1B), fígado (Fig. 1C) e intestino (Fig. 1D) em codornas. Valores mais baixos 275 

indicam expressão mais estável.  276 

Efeito de sexo na estabilidade  dos genes de referência 277 

Além da análise separada para cada algoritmo utilizado e uma classificação geral do 278 

melhor normalizador para cada tecido, foram observadas também diferenças na 279 

estabilidade dos genes testados entre machos e fêmeas obtida através do RefFinder. 280 

Observa-se na Figura 2, que não houve diferença de expressão do HPRT1 na musculatura 281 

do peito entre os sexos. Para os demais tecidos (gordura abdominal, fígado e intestino) 282 

houve diferença entre machos e fêmeas para os genes HPRT1, MRPS30 e SDHA, RPL5, 283 

HPRT1, MRPS30, respectivamente.   284 

 285 
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 293 

 294 

 295 

Figura 2. Classificação geral dos genes para o músculo do peito (Fig. 2 A Macho, 2 B Fêmea), 296 

gordura abdominal (Fig. 2 C Macho, 2 D Fêmea), fígado (Fig. 2 E Macho, 2 F Fêmea) e intestino 297 

(Fig. 2 G Macho, 2 H Fêmea) de codornas. 298 

 299 

O gene HPRT1 foi o mais estável em todos os tecidos apresentando características 300 

constitutivas, uma vez que é uma transferase que catalisa a conversão de inosina-301 

monofosfato de hipoxatina e guanina monofosfato de guanina. Está envolvida na 302 

transferência de grupo fosfato para as purinas tem um papel central na geração de 303 

nucleotídeos e desempenha uma importante função na recuperação de purinas de DNA 304 

degradado para reintroduzir em vias de síntese de purinas (SCULLEY et al., 1992).O que 305 

justifica sua expressão de forma estável em todos os tecidos, já que faz parte de uma rota 306 

essencial para as células.   307 

Os resultados apresentados estão em concordância com PIERZCHALA et al. 308 

(2011), ao analisar a expressão de cinco genes de referência em suínos desafiados com 309 

lipopolissacarídeos, observaram que o gene mais estável no fígado, gordura abdominal e 310 

musculatura esquelética foi HPRT1 e TBP, respectivamente. NASCIMENTO et al. (2015), 311 

no estudo realizado em músculo do peito de galinha, observaram que os genes de 312 
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referência mais estáveis foram HPRT1, HMBS, ACTA1. ZINZOW-KRAMER et al (2013) 313 

avaliando a expressão de dez genes de referência em duas espécies de aves canora 314 

(tentilhão e pardal branco) em diferentes tecidos observaram que os genes mais estáveis 315 

foram HPRT, RPL4 e PPIA. Diferindo dos resultados CHAPMAN et al (2016) estudando 316 

gene de referência em tecidos de patos selvagem observaram que o HPRT apresentou os 317 

menores níveis de expressão em todos os tecidos exceto no sangue. Enquanto que o ACTB 318 

apresentou os maiores níveis de expressão em todos os tecidos exceto no pulmão. 319 

VEAZEY e GOLDING (2011) procurando identificar genes de referência mais 320 

estáveis e adequados para estudos de expressão genética em três linhagem de células-321 

tronco embrionária de mamíferos dos quatorzes genes de referência utilizados 322 

identificaram o PGK1, SDHA e TBP como os genes de referência mais estáveis. Diferindo 323 

dos nossos resultados onde o gene SDHA apresentou como menos estável em todos os 324 

tecidos analisados. Corroborando com nossos resultados VEAZEY e GOLDING (2011) 325 

classificaram os genes de referência ACTB e GAPDH  como menos estáveis mostrando 326 

evidências para sugerir que estes genes não são controles de normalização adequados para 327 

estes estudos. 328 

O MRPS30 mostrou-se o segundo gene mais estável no músculo peito de codornas.  329 

Este gene é uma proteína ribossomal mitocondrial codificada por genes nucleares, a síntese 330 

de proteínas dentro da mitocôndria é auxiliada por eles. Além disso, este ribossomo do 331 

qual o gene em questão faz parte, consistem em 75% das proteínas para composição de 332 

RNA ribossômico e, sendo assim, estão em abundância nas células e sua expressão é 333 

considerada contínua (http://genecards.org). Por essa razão, tal gene se mostrou estável 334 

neste estudo, por ser requerido continuamente nas células fazendo parte de processos 335 

indispensáveis à manutenção das mesmas. 336 
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Na amostra de gordura abdominal, o segundo gene que apresentou maior 337 

estabilidade foi o B2M, que codifica uma proteína do complexo de histocompatibilidade 338 

(MHC) responsável pelo fator de elongação alfa-1, responsável pela entrega enzimática da 339 

aminoacil-RNAt sintetase para o ribossomo durante a síntese de proteínas 340 

(http://genecards.org). BANGÉS et al (2015) em um estudo para normalização de genes de 341 

referência para tecidos de suínos, concluíram que o gene mais estável foi B2M quando 342 

analisado na gordura abdominal. Diferindo dos nossos resultados CHECHI et al., (2012) 343 

estudando a validação de genes de referência em tecido adiposo de humanos identificaram 344 

como os genes mais estáveis o CYCA , GAPDH e RPL27.  345 

 O segundo GR mais estável no fígado foi HMBS, este gene faz parte da enzima 346 

conhecida como hidroximetilbilano sintase, que está envolvida na produção de moléculas 347 

chamada de heme, a qual está presente em todos os órgãos do corpo, embora seja mais 348 

abundante no fígado, sangue e medula óssea (BADMINTON et al.,2005). Dessa forma o 349 

gene HMBS está envolvido no processo metabólico de sobrevivência da célula, e atua de 350 

forma frequente, o que explica em parte sua maior expressão nesse tecido. YIN et al (2011) 351 

analisando a estabilidade de genes de referência em fibroblastos de embriões de galinhas 352 

infectado com vírus de Newcastle, observou que os genes HMBS, HPRT1 e ACTB foram 353 

os que apresentaram mais estáveis.   354 

O gene RPL5 codifica para uma proteina que participa da composição da organela 355 

ribossomo pertence à família de proteínas ribossomais L18P, está localizado no 356 

citoplasma. A proteína atua especificamente com a subunidade beta de caseína-quinase II, 357 

sendo típico para os genes que codificam proteínas ribossomais (http://genecards.org). 358 

NYGARD et al., (2007) analisando a estabilidade de genes de referência em tecidos de 359 

suinos observou que o RPL5 foi o segundo gene mais  estável no tecido do intestino. 360 
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Com base nos resultados, pode-se afirmar que os genes mais estáveis encontrados 361 

no tecido do músculo do peito, gordura abdominal, fígado e intestino de codornas de corte 362 

macho foi o HPRT1, MRPS30 e SDHA. Os genes HPRT1, MRPS30 e SDHA apresentam 363 

características constitutivas uma vez que estão envolvidos em processos como a ativação 364 

da transcrição, iniciação da apoptose nas células e transporte axoplasmático (TARZE et al., 365 

2007). 366 

De acordo com MADEIRA (2005), a maior área de fibra glicolítica está associada à 367 

maior atividade física dos genes e ainda, GONZALES & SARTORI (2002) consideraram 368 

que fatores hormonais são fundamentais no processo de síntese de proteína muscular. 369 

Sendo a expressão do gene SDHA mais expresso nos tecidos de machos, e considerando 370 

que esta expressão ocorre de forma constante. Os genes HPRT1, MRPS30 E SDHA podem 371 

ser utilizados como candidato a gene de referência nos estudos que avaliam características 372 

em codornas machos. 373 

Nas fêmeas, os genes HPRT1, RPL5 e MRPS30 foram os mais estáveis. Estes 374 

genes estão envolvidos em processos metabólicos de sobrevivência da célula, e atua de 375 

forma frequente, o que explica em parte sua maior expressão e estabilidade no tecido. 376 

Quanto à sua maior estabilidade nas aves fêmeas, isto pode ser devido às fibras presentes 377 

nestes animais, que são de contração rápida e mais oxidativas que as fibras dos machos, 378 

uma vez que uma oxidação moderada das proteínas aumenta sua susceptibilidade à 379 

proteólise e as torna substrato para o proteossomo (GRUNE et al., 2003).  380 

Trabalhos mostram essa diferença de expressão dos genes entre as espécies, sexo e 381 

os tecidos analisados.  MCCURLEY & CALLARD (2008) ao analisarem a expressão de 382 

genes referência para o sexo e diferentes tecidos em peixe zebrafish observou diferença na 383 

expressão do TBP e GAPDH no músculo esquelético e cardíaco, onde a maior expressão 384 

foi observada na fêmea que nos machos. Diferenças também formam observadas em cinco 385 
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genes (ACTB, GAPDH, G6PD, TBP, B2M) quando comparada no ovário e testículos 386 

(MCCURLEY& CALLARD 2008).  387 

MO et al. (2014) constataram que sete genes comumente utilizados como genes de 388 

referência (ACTB, B2M, EEF1, GAPDH, TUBA, RPL8), apresentaram variabilidade 389 

significativa entre machos e fêmeas, quando testados no hepatopâncreas de peixes. 390 

Enquanto ZINZOW-KRAMER et al. (2014) constataram que a normalização para os genes 391 

GAPDH e PIA juntos, foi capaz de detectar diferença entre sexos para aves canoras. Assim 392 

como na normalização para os genes GAPDH, RPL32, ACTB e 18S individualmente, 393 

mostrou diferença significativa na expressão gênica entre machos e fêmeas. 394 

Ao utilizar genes de referência que tem uma expressão estável entre diferentes 395 

grupos e tecidos em comparação é essencial na análise de expressão genica, já que estes 396 

podem alterar a interpretação dos dados analisados, entretanto, uma normalização eficiente 397 

torna-se indispensável para a confiabilidade dos resultados, especialmente na verificação 398 

da relevância biológica de pequenas diferenças ou no estudo de amostras de diferentes 399 

tecidos ou órgãos (GUÉNIN, 2009). 400 

 401 

Conclusão 402 
 403 

O gene de referência mais estável para estudos de expressão gênica entre todos os 404 

tecidos de codornas avaliados foi o HPRT1. Dentro de cada tecido, MRPS30 foi o mais 405 

estável no músculo do peito, B2M na gordura abdominal, HMBS no fígado e RPL5 no 406 

intestino.  407 

A estabilidade dos genes de referência nos tecidos analisados foi influenciada pelo 408 

sexo em codornas de corte independente do tecido avaliado sendo que para machos os 409 

genes mais estáveis foram: HPRT1, MRPS30, SDHA; e, para fêmeas os mais estáveis 410 

foram: RPL5, HPRT1, MRPS30. 411 
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